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Summary
　　　It　was　found　by　the　authors　that　there　was　an　activity　which　inhibited　oral　Bacteroides
功．and　Propionibacteγi’u〃2　acnes　in　the　cultured　cells　of　dental　plaque．　This　inhibitory
activity　is　derived　from　the　bacteriocin－like　activity　producing　microorganisms　in　d・
ental　l垂撃≠曹浮?C　but　they　have　not　been　identified　as　yet　Twenty　strains　of　bacteriocin－like
activity　producing　microorganisms）isolated　from　adult　dental　plaques，．were　investigated
their　biological　characteristics．
　　　The　bacteriocin－like　activity　producing　strains　proved　to　be　Gram　positive　S舵ρτo・
ooεo‘．　They　grew　well　anaerobically，　and　were　catalase　nagative．　They　producedα一
hemolysis　on　blood　agar，　and　grew　on　the　Mitis－Salivarius　agar　and　40％bile　blood　agar，
while　they　failed　to　grow　in　6．5％saline　broth，　at　10℃and　pH　9．6　broth．　However，　nine
strains　of　them　grew　in　either　medium　at　45℃．　All　strains　produced　ammonia　from　argi’
nine．　Twelve　strains　of　them　extracellularly　synthesized　polysaccharides　in　a　5％suc－
rose－containing　broth．　These　strains　fermented　various　carbohydrates，　but　all　of　strains
failed　to　ferment　mannito1，　sorbitol　and　glycerol．　Most　of　strains　fermented　inulin，　while
only　few　of　strains　fermented　starch　and　raffinose．　From　these　biological　characteristics，
the　bacteriocin－like　activity　producing　strains　were　identified　as　Streptococcz｛s　sanguiS．
　　　StrePtococczLs　sanguiS　is　a　predominant　species　of　dental　plaque　flora．　From　the　bac’
teriocin－1ike　activity　of　this　species　which　inhibits　the　anaerobes　important　to　the　etiology
of　periodontal　diseaseq　the　possible　role　and　significance　of　S’reカZoεoα澗sangurs　in　the
oral　cavity　was　discussed．
　本論文要旨の一部は，1976年10月2日，第18回歯科基礎医学会総会（於，盛岡市）および1977年4月7日，第50
回日本細菌学会総会（於，大阪市）で発表した．　　（1977年4月11日受理）
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緒 言
　口腔常在菌叢は，複雑な菌種で構成4｝されてい
る．これら細菌叢の生態学を明らかにすることは，
indogenus　infectionである口腔領域疾患の病因
に関連して重要である．しかし口腔細菌叢におけ
る生態学は，不明な点が多い24）．口腔細菌の
antagonistic　factorとして，近年，鰯蝕の病因に
関連するStreptococczds　mutansのbacteriocin2）　i6J
l7）が注目されている．著者らは，口腔内細菌の菌
種相互作用を明らかにするために，歯垢細菌の
bacteriocin様活性について，系統的に検討してい
る21）22｝．これまで，歯垢培養菌中に歯周疾患の病
因に重要な役割を有するBczcteroides　melanino－
geveicas，　heparinase産生性Bacteroides．20）・Ptro－
pionibacten’um　acnes28｝およびdextran分解性の
Bacteroides　ochraceZtS23）の発育を阻害するbacte－
riocin様活性を見出した21）．
　本研究は，これら口腔内嫌気性菌の発育を阻害
するbacteriocin様活性産生菌を成人歯垢から分
離して，本菌の生物学的性状を検索したものであ
る．
実験方法
　生物学的性状の検索に供試した菌株は，16名の
本学学生（19～24歳）の歯垢より血液平板を使用
して分離したbacteriocin様活性産生菌20株で
ある．なお，本菌の培養は，いずれもanaerobic
glove　box　i，（Coy社，　Michigan）で嫌気培養し
た．これらの菌株は，llacteroides　melaninogeni・
cus，　heparinase産生性Bacteroides，　ProPionibac－
te　n’um　acnesおよびBactero　ides　ochracensの発育
を阻害する菌株である（Fig．1－a．b）．
　生物学的性状の検索は，主に，口腔内レンサ球
菌を対象としたCarlsson　5〕6｝およびEdwards－
sonlo〕　19）らの方法に準じて行った．
　形態学的観察CUt，　Trypticase　soy　broth（Difco）
の18時間培養菌をgram染色して行った．　cata・
lase産生は，　Trypticase　soy平板上の24時間培
養集落に3％H、0、溶液を滴下し，発泡の有無で
検した．溶血性は，5％血液平板（Heart　Infusion
broth（Difco）に5％馬血液，1．5％agarを添加）
に24時間培養後判定した，40％bile加血液平板
上の発育は，5％血液平板に40％oxga11（Difco）
　　Fig．1．　Growth　inhibition　of，Elbecteroides
　　　　　sp」by　StrePtococcus　strains　isolat・
　　　　　ed　from　human　dental　plaque．
　　　　a．　indicator：　B．　　melaninogenicas
　　　　　（Stab　culture　method）．
　　　　b．　indicator：　heparinase・producing
　　　　　Bacteroides，70％ammonium　su1－
　　　　　fate　　fraction　　extracted　　frorn
　　　　　ultrasonicated　cell　of　bacteriocin・
　　　　　like　activity　producing　strains
　　　　　（Diffusion　method）．
を添加した培地を使用した．またMitis－Salivari’
us　agar（Difco）での発育も検した．10℃および
45’Cにおける発育能は，litmus　milk　tube（Ox・
oid）を使用し，10℃および45℃で一週間培養後
色調の変化で判定した．6．5％食塩培地における発
育は，phenol　red　broth　base（Difco）に1％
91ucoseおよび6．5％食塩加培地を使用した．　pH
9．6brothの発育は，　Trypticase　soy　brothを1％
NaOH溶液を用いてpH　9．6にした培地で検索し
た．arginineからアンモニアの産生は，　Nivenら
の方法251によった．すなわち，arginine　broth
（Tryptone　Yeast　Extract　sg，　K2HPO42g，
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glucose　O．5g，　arginine　monohydrochloride　39，
水1，000ml）で3日培養液の5mlに0．25mlの
Nessler試薬27）を添i加して黄褐色を呈するものを
陽性とした．glucoseからacetoinの産生は，
MRVP－medium（Oxoid，　CM43）で7日間培養後
Barritts法8）によって判定した．菌体外多糖体の
合成能は，5％sucrose加BHI　broth（Difco）で
48時間培養後，この培養液の遠沈（12，000r．P．m，20
分）上清に1．2倍量のethanolを添加し，白濁度
から判定23）した．付着性は，5％sucrose加BHI
broth中のガラス棒およびステンレス線を使用し
て検した．
　炭永化物分解能は，教室常用の　Trypticase
broth（glucoseを含まない）に，0．07％agarお
よび各供試12種の炭水化物を1％に添加した培
地で7日間培養した後，0．02％BTB溶液を滴下
して判定した．
実験成績
　bacteriocin様活性産生菌は，形態学的にいずれ
もgram陽性のレンサ状球菌であった．これら菌
株の生物学的性状は，　Table　1およびTable　2に
Table　l．　Biological　characteristics　of　bacteriocin・like　aCtivity　producing　Streptococctcs
　　　　strains　isolated　from　human　dental　plaque
Tested　　　　Gram
stra↓ns　　　stain
　　　　　　　　Biological　charδcteristiCS
　　　　　　　　　　　GrOwth
・・m ｼ、M－・・g・r鞭・1・e・・5・・6㍊i1　PH語．，、傭’a漂n
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　argirtfne　　　　glucose
POly・　　　Cata－snccnride　　　　lnsesynthesis
A－1
8・2
D－1
E－3
F．1
F．3
M・2
N－1
N←2
N－5
N－6
N－8
0－1
P－1
P’5
R・1
s・2
S－5
s－1
T－2
：
：
：
：
：
：
十
：
：
cocci　　　a1Pha　　　　＋
：：：：1：1：：：：
cocci　　　a1Pha　　　　　◆
：：：：；：1；：：：
cocci　　nlpha　　　◆
COCCi　　　elpha　　　　　十
COCCI　　　alpha　　　　　◆
cecci　　　alPha　　　　　◆
cecci　　　a1Pha　　　　　＋
cocci　　　a1Pha　　　　　◇
cocci　　　a1Pha　　　　　＋
cocci　　　alPh己　　　　十
cecci　　　alpha　　　　＋
cOCC｜　　　alPha　　　　十
cocci　　　　alpha　　　　◆
cocci　　　　alpha　　　　　◆
cocci　　　　alphe　　　　◆
cecci　　　　alpha　　　　◆
：　：
：　：
：　：
：　：
：　：
：　：
：　二
：　：
：　：
：　：
：
：
二
二
二
十
二
二
十
：
：
：
：
：
十
：
：
：
：
二　：
三：
二
．　：
＋　　　、　：
：　二
：　：
二　：
二　：
＋　：Positive
－　：　Negat↓ve
Table　2．　Biological　characteristics　of　bac’
　　　　teriocin・like　activity　producing
　　　　S’励τ060α泌　　strains　isolated
　　　　from　human　dental　plaque
Cheracterist＄cs ReSults　　　　　　　Per［ent　／T・st・d St・ai・s　。f　p。siti．e
H輪1ys15：　亀1pha
Gm∀th　on：●1tls－so11ワδrius　ag∂r
　　　40n　bile－blood　ag∂’
Grovth　at；　100C
　　　45°C
Grevth　ln：　6．5儒　NaCl　broth
　　　PH　9．6　bmth
㎞ni●fram　arginine
Acetoio　fm　glucose
εxtra－cellu1ゐr　pOlysacchar↓de
fm～ucmse
Catゐ1ase
＋20／20
◆20’20
◆20／20
－20120
◆　9／20．
－20／20
－20／20
苧20i20
－20’20
11／？O
・　：2／2。，－8t2。
20／20
loe
100
100
0
45
0
0
100
0
60
0
示す如くである．全株が嫌気性で発育が良く，血
液平板上でα溶血を示すs型集落であった．Mi・
tis－Salivarius　agar平板t／こ発育し，本培地では濃
青色で培養時間と共にやや培地固着性集落を呈し
た．40％bile加血液平板でも発育が認められた．
10℃では全株が発育しなかったが，45℃で9株
が発育した．6．5％食塩およびpH　9．6の液体培地
では，いずれの菌株も発育しなかった．全株が
arginineからアンモニアを産生し，　glucoseから
acetoinおよびcatalaseは陰性であった．12株が
sucroseから菌体外多糖体を合成した．これら合
成能のある菌株は，いずれもガラスおよびステン
レス線に付着性を示した．
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　炭水化物分解能は，Table　3およびTable　4に
示す如く，全株が，glucose，　maltose，　lactose，
sucrose，　trehaloseおよびcellobioseを分解し
た．しかしmannitol，　sorbitolおよびglycerin分
11
解能は，いずれの菌株にも認められなかった．
inulinは，20株中12株が分解し，　Starchおよび
raffinoseはそれぞれ14株，15株が分解しなかっ
た．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
Table　3．　Carbohydrate　fermentation　of　baCteriocin－like　aCtivity　producing　Streptococcus
　　　　strains　isolated　from　dental　plaque
Tested
strains　　Glucose
　　　　　　　　　　　Acid　fromMaltose　　しactose　　Sucrose　　Treha・　　Cellebi－　Inulin　　Starch　　Raffi－　　Manni・　　Sorbi－
　　　　　　　　　　10se　　　　ose　　　　　　　　　　　　　　　　　　　nose　　　　tol　　　　　tol
Glycerin
A－1
B－2
D－1
E－3
F，1
F－3
M－2
N－1
N・2
N－5
N－6
N’8
0－1
P’1
P－5
R－1
S－2
S－6
S－7
T●2
◇
◆
◆
◆
一
‥
◆
◆
十
十
十
◆
◆
◆
十
十
◇
十
◇
十
十
◆
十
◇
◆
十
十
十
十
◇
十
十
十
十
十
十
十
◆
十
十
十
◆
十
十
十
十
十
十
◆
十
十
十
十
十
十
十
十
十
◆　：Positive
－　：　Negative
Table　4．　Carbohydrate　fermentation　of
　　　　bacteriocin・like　activity　produc・
　　　　ing　StrePtococcus　strains　isolat・
　　　　ed　from　human　dental　plaque，
Res山sノ，，，t，d、tm。s　pF濃｝，，ve
考
CarbOhydrate
察
Acid　fr㎝
　Glucose
tlaltose
Lactose
Sucrose
Trehalose
Cellobiose
1刑1佃
Starch
Raffinose
Mannitol
Sorbfto1
GTycer＄n
◆20／20
◆20／20
◆20！20
＋20120
◆20’20
“20／20
・12ノ，。．－8／、。
・6／2。．一τ4ノ、。
・5／，。，－15ノ、。
－20／20
－20／20
20／20
100
｜00
100
100
100
100
60
30
25
0
0
0
　　bacteriocin様活性産生菌の生物学的性状を
Bergey’s　manual　of　Deteminative　Bacterio・
10gy　3）に徴してみるとS切孟ocoo斑s皿㎎泌の性
状と近似する．StretOCOCCttS　sangztis　e＊，口腔内レ
ンサ球菌中，近年，麟蝕誘発性ないし歯垢形成機
序の面から注目されているStrOPtococcus　mutans
7）　11）　12）　15）18）と極めて類似し，しぽしぽ分類学的に
問題とされる菌種である．しかし，StrePtOCOCCZtS
mulansとの主なcriteriaのkeyは，　arginineか
らのアンモニアの産生，mannitolおよびsorbitol
の非分解性である5）6）9）　10）　19）．ここに示された
bacteriocin様活性産生菌は，これらの性状が明ら
かにSteptococczcs　mutansと異なっている．また，
口腔より分離したStrOPtOCOCCtts　sengUISについ
て，Carlsson　5）およびWhite　and　Niven29）らの成
績と比較するとTable　5の如く，著者らの分離菌
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Table　5．　Comparison　of　biological　characteristics　between　bacteriocin・like　aCtivity　pro・
　　　　ducing　Streptococcttsn　strains　and　reference　strains
Characteristics
Bacteriocin－1ike　activity
producing　strepfococcus
Results／Tested　　　　Our　strains
　　　　strains　　　　（1977）
Streptococcus　sanguis
Carlsson　　　White　and　Niven
（1965）　　　　　　　（1946）
Growth　in　6．5％　NaCl　broth
Ammonia　from　arginine
Acid　from　Lactose
Raffinose
Inulin
Mannitol
Sorbitol
一20／20
＋20／20
＋20！20
＋　5！20
＋12／20
－20！20
－20！20
0
100
100
25
60
0
0
0
96
100
23
96
0
0
100
100
33
81
0
Numerals　：　express　in　per　cent　positive
は，これら先人の性状と一致する．従って口腔内
・Elacteroides　sp．およびbopionibacten’um　acnes
の発育を阻害するbacteriocin様活性を有する菌
種はStrePtococcus　sanguisと考えられる．
　さて，口腔内細菌叢の部位別特長として，Stre・
Ptococczcs　sαnguisは，唾液ないし歯肉溝に少ない
13）．しかしStrePtococcus　mutansおよびStrOPto・
coccus　mitisなどと共に歯垢に多く存在し，歯垢細
菌叢の主要菌種である13）14）26）．著者らが口腔細菌
のbacteriocin様活性を系統的に検討し，成人の
いずれの歯垢培養例においても嫌気性菌の発育を
強く阻害する活性を認め得たことは21｝，S舵ρ’0・
coccus　sanguzsの口腔内常在性を如実に示すもの
である．StrePtococcus　sanguisの歯垢細菌叢にお
ける分布状況からみて13）14｝25），本菌の保有する
bacteriocin様活性は，歯周疾患の病因に重要な役
割を有する種々のBacteroides（dextran分解性
Bacte「oides　ochraceusを含む）および1］〉’opioni－
bacterium　acnesに特異的であることは注目すべ
き点である．近年，歯垢中に多い　StrOPtococcus
mulansのbacteriocinが報告されているが2）・17），
これらは嫌気性菌に対する作用は認められない
16）．また，　Streptococcus　sa㎎・ulSのbacteriocin様
活性は，液体培地中においても明らかに阻害を示
す21）22）ことから，本菌のbacteriocin様活性は，口
腔内においても上述の嫌気性菌に作用し，歯垢細
菌叢構成に影響を及ぼす可能性が十分考えられ
る．もちろん，口腔細菌叢の部位別菌種構成には，
局所における種々物理化学的ないし栄養学的要因
もあろう4｝．しかし，StreptOCOCCZ｛S　sanguisの保有す
るbacteriocin様活性に感受性であるこれら嫌気
性菌は，歯肉溝に多く，歯垢中に少ない事実13｝　14｝
は著者らが見出したbacteriocin様活性による拮
抗現象が細菌叢構成に深く関連する事を支持す
る．口腔細菌叢の生態学は，これら菌種間におけ
る作用機序を糸口として解明しなけれぽなるま
い．
結 論
　本学学生の歯垢より，種々のllacteroidesおよ
びPropionibacten’um　aonesの発育を阻害する
bacteriocin様活性産生菌20株を分離し，その生
物学的性状を検索した．これらbacteriocin様活
性産生菌株は，形態学的にいずれもgram陽性の
レンサ状球菌で，genus　Stroptococcus　Vl属するも
のであった．本菌の生物学的性状は，Bergeyの
分類および口腔内レンサ球菌についての先人が報
告したStreptococcus　sanguisの性状と一致してい
た。歯垢から分離したこれらbacteriocin様活性
産生菌を，StrePtOCOCCtcs　sanguisと同定した．
　St「eptococczcs　sanguisは，歯垢細菌叢でpredo・
minantなspeciesである．歯周疾患の病因に重
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要な嫌気性菌を阻害するStroptOCOCCZtS　sanguisの
保有するbacteriocin様活性を通じて，本菌の口
腔細菌叢に及ぼす役割と意義について考察した．
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